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BK チャネル：大コンダクタンス Ca2+活性化 K+チャネル 
VDCC：電位依存性 Ca2+チャネル 









HEK293 細胞：ヒト胎児腎臓由来 293 細胞 






















定されている [1] (表 1)。 
嚢胞性線維症 (cystic fibrosis; CF)は、イオンチャネル異常が原因であることが示さ
れた最初の遺伝子疾患であり、常染色体劣性の疾患である。外分泌腺が粘稠な液を分
泌し、エクリン汗腺における Na+及び K+の再吸収障害のため、Na+や Cl-濃度の高い汗
を分泌する。CF の頻度としては、黒人や東洋人では少ないのに対し、白人における保
因者は 25 人に 1 人と、白人の先天性代謝疾患の中で最も頻度の高い疾患である。慢性
閉塞性肺疾患や膵外分泌腺障害などを引き起こす要因となり、非常に重篤な疾患であ


































図 1 平滑筋における膜電位調節機構 








Ⅰ－3 TMEM16 family 
近年、TMEM16 family メンバーの 1 つである TMEM16A が CaCC 活性を持つこ
とが報告された [2,3,4]。また TMEM16A と比較的相同性の高い TMEM16B に関して
も同様に CaCC 活性が報告されたことから、
TMEM16 family が新たな CaCC の候補分子
として、注目を浴びることとなった。 
 TMEM16 family は、TMEM16A～16H、
16J、16K の 10 種類のメンバーからなる
family であり、それぞれが 8 回膜貫通構造を
有すると考えられている (図 2)。TMEM16A




TMEM16A 及び 16B は CaCC を形成するの
に対し、TMEM16F は Cl-チャネルとしての
報告や、Ca2+活性化非選択的陽イオンチャネル (SCAN チャネル)としての報告などが












図 2 TMEM16 family 





チャネル (Slackチャネル)の一部を形成するという報告もあり、他の TMEM16 family 








に TMEM16F が関与していることが報告されている [27]。この TMEM16F によるス
クランブラーゼ活性は、Ca2+依存的なものであることからも、非常に興味深い。以上
のように、TMEM16 family は生理機能や病態形成に大きく関与しており、TMEM16 
family の生理学的及び病態生理学的な重要性が伺われる (表 2)。 
 
Ⅰ－4 TMEM16A 
TMEM16A は 8 回膜貫通構造を有しており、CaCC を形成する (図 3)。また
TMEM16A は N 末端領域に存在する segment a 及び b、細胞内第一ループに存在する










られている [35,36]。一方で TMEM16A の活性化に CaM が必要でないという報告も
なされており、CaM との結合能や活性化との関連性については未だ結論に至っていな
い [37]。また segment c は電位依存性や外向き整流性、segment d は活性化・脱活性
化のキネティクスに影響を及ぼすとそれぞれ報告されており [34,38]、スプライスバリ
アント体により多様な CaCC 活性を持つことが想定されている。 
図 3 TMEM16A の推定される二次元構造 
 TMEM16A は 8 回膜貫通構造を有しており、
細胞内 N 末端領域に 2 箇所(segment a 及び b)、












Ⅰ－5 TMEM16A と生理機能 



































に重要であると考えられている。門脈では、以前より CaCC の発現が報告されている 
[11,50,51]。門脈平滑筋において CaCC は、平滑筋の収縮機構やペースメーカー活性



















雄性マウス (C57BL/6，8~12 週齢)から門脈を摘出し、Ca2+/Mg2+-free Hank’s 溶液
を用いて 37℃ 10 分間のプレインキュベーションを行った後、3 mg/mL collagenase 
type IA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)，2 mg/mL tripsin inhibitor (Sigma-Aldrich)，
2 mg/mL bovine serum albumin (Sigma-Aldrich)，0.1 mg/mL protease type XIV 




Ⅱ－2 RNA 抽出及び cDNA 合成 
 門脈から AGPC (Acid Guanidium Thiocyanate-Phenol Chloroform)法により総
RNA を抽出し、OD260から RNA 濃度を計算した。Gibco BRL 社のプロトコールに従
い、SUPERSCRIPT II 逆転写酵素 (Invitrogen, Carlsbad, USA)及び Oligo (dT)12-18
プライマー (Invitrogen)を用い、逆転写 (RT)酵素反応を経て cDNA を合成した [52]。 
 
Ⅱ－3 マウス TMEM16A のクローニング 
 上述により得られた門脈 cDNA を用い、マウス TMEM16A 遺伝子をポリメラーゼ
連鎖反応  (PCR)法によって得た後、ライゲーションにより発現ベクター
pcDNA3.1(+)/Neo (Invitrogen)に導入した。また蛍光ベクターpEYFP-N1, pECFP-N1 
(Clontech Laboratories, Mountain View, USA)にマウス TMEM16A 遺伝子を導入し
たものも同様に作製した。ヒト胎児腎臓由来 293 細胞 (HEK293 細胞)への一過性発現
には 2 g DNA 及び LipofectAmine 2000 (Invitrogen)を用い、12-72 時間後に各種実
験に用いた。 
 
Ⅱ－4 リアルタイム定量 PCR 法 
 リアルタイム定量 PCR 法には、PCR 検出定量システム  (ABI7000, Applied 
Biosystems, Foster City, USA)を用いて行った。サイバーグリーンアッセイ法を用い
てサイクルごとの蛍光を測定し、その蛍光強度から、あらかじめ作成した検量線をも
とにして、グリセルアルデヒド三リン酸脱水素酵素 (GAPDH) mRNA 発現量を内在性
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標準として相対的な mRNA 発現量を GAPDH に対する比として表した。 
 用いたプライマー配列は表 3 に示した。 
表 3 本研究で用いたプライマー配列 
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Ⅱ－5 免疫抗体染色法 
 門脈平滑筋単離細胞を、まず 4% パラホルムアルデヒドを含む PBS 溶液で約 15
分間固定した。PBS 溶液で十分に洗浄した後、抗 TMEM16A ポリクローナル抗体 
(ab16293、抗体認識部位: EHWKRKQMRLNYRWDLTGFEEEEEAVK DHPRAEY
EARVLEKSLKKESRNKEKRRHIPEESTNKW、1:50; Abcam, Cambridge, USA)を
懸濁した 0.2% Triton X-100、1% 正常ヤギ血清 (NGS)含有 PBS 溶液を 4℃、約 12
時間遮光条件で適用した。その後 PBS 溶液により洗浄し、Alexa Fluor 488 標識抗チ
キン IgG 抗体 (1:1000; Molecular Probes, Eugene, USA)を懸濁した 1% NGS 含有
PBS 溶液で常温 1 時間インキュベーションした。PBS 溶液で洗浄後、共焦点レーザー
顕微鏡 (A1R/Ti-E, ニコン、東京、日本)を用いて観察した。 
 
Ⅱ－6 電気生理学的記録法 
 門脈平滑筋単離細胞及び HEK293 細胞における膜電流測定には、Hamil らにより確
立された Whole-cell patch clamp 法を用いた [53]。記録電極には外径 1.04 ~ 1.08 mm
の芯入りガラス管から 2 段式電極製作機 (PB-7; 成茂科学器械研究所、東京、日本)又
はマイクロピペットプラー (P-1000; Sutter Instrument, USA)を用いて作製し、顕微
鏡下で先端を熱加工した。実験には先端の直径が約 1 m、細胞内液充填時の電極抵抗




 測定した電流はパッチクランプ用増幅器 (EPC-7; HEKA Electronics, Darmstadt, 
Germany)を用いて増幅し、アナログ－デジタル変換器  (Digidata 1440A; Axon 
Instruments, Foster City, USA) 、 Clampex ソフトウェア  (Ver 8.2; Axon 
Instruments)を用いてコンピュータ上に記録した。データの解析は Clamp fit ソフト




Ⅱ－7 TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)イメージング 
 一分子可視化法は TIRF イメージングシステム (ニコン)を用いて行った。蛍光顕微
鏡 (ECLIPSE TE2000-U; ニコン)、対物レンズ (CFI Apo TIRF 60×/1.45，油浸レン
 10 
ズ ; ニコン )、EM-CCD カメラ  (C9100-12; 浜松ホトニクス、浜松、日本 )、
AQUACOSMOS ソフトウェア (Ver. 2.6; 浜松ホトニクス)を用いた。YFP と CFP は
それぞれ 488-nm アルゴンレーザー及び 405-nm レーザー (Coherent, Santa Clara, 
CA, USA)を用いて励起させた。YFP、CFP の蛍光はダイクロイックミラーとデュア
ルバンドパスフィルター (454-479/523-567 nm; Omega Optical, Brattleboro, VT, 
USA)により検出した。 
 また実験に用いた HEK293 細胞は、4% パラホルムアルデヒドを含む PBS 溶液に
より、10 分間細胞固定を行い、その後 PBS 溶液で過剰なパラホルムアルデヒドを取
り除いた後、実験に用いた [49]。 
 
Ⅱ－8 FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) 解析 
 FRET 効率の評価は acceptor photobleaching analysis を用いて行った。CFP をド
ナー、YFP をアクセプターとして用い、YFP photobleaching 前後における CFP の蛍
光強度を比較した。CFPの蛍光はHQ-CFPフィルター (DM450/BA460-510; ニコン)、
YFP の蛍光は HQ-YFP フィルター (DM510/BA520-560; ニコン)を用いて測定した。
YFP photobleaching には水銀ランプ (100W, C-SHG1; ニコン)及び G-2A フィルター 
(EX510-560/DM575/BA590; ニコン)を用い、HEK293 細胞に対して 2 分間照射する
ことにより行った。YFP photobleaching 前後において 405 及び 488 nm それぞれのレ
ーザーにより励起した TIRF 画像を撮影した。露光時間を 465 ms とし、10 枚撮影し
たものを平均化したものに対して FRET 解析を行った。 

















 ここで CFPbefore及び CFPafterは YFP photobleaching前後における CFP蛍光を表す
[49]。 
 
Ⅱ－9 一分子 photobleaching-step 法 
蛍光スポット中に存在する GFP 標識したイオンチャネル数を、一分子
photobleaching-step 法により測定した [49]。GFP の励起には 488 nm アルゴンレー
ザーを用い、B-2A フィルター (DM505/BA520; ニコン)を用いて観察した。TIRF 画









 PBS(-)溶液 (mM) 
 137 NaCl, 8.1 Na2HPO4･12H2O, 2.68 KCl, 1.47 KH2PO4 
 
単離用溶液 (mM) 
 Ca2+/Mg2+-free Hank’s 溶液 
 137 NaCl, 5.4 KCl, 0.17 Na2HPO4, 0.44 KH2PO4, 4.2 NaHCO3, 5.6 glucose 
 
細胞外液 (mM) 
 137 NaCl, 5.9 KCl, 2.2 CaCl2, 1.2 MgCl2, 14 glucose, 10 HEPES, 10 TEA-Cl 
 (pH 7.4 with 10 N NaOH) 
 
細胞内液 (mM) 
 120 CsCl, 20 TEA-Cl, 4.25 CaCl2, 2.8 MgCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 ATPNa2 
 (pH 7.2 with 1 N CsOH, pCa=6.0) 
 




niflumic acid : Sigma-Aldrich 
T16Ainh-A01 : Sigma-Aldrich or Tocris Bioscience (Bristol, UK) 
tetraethylammonium chloride (TEA-Cl) : Sigma-Aldrich. 
cytochalasin D : Invitrogen 





 実験結果は全て平均値±標準誤差として表示した。有意差の検定には 2 群間では
Student の t 検定を、多群間における平均値の比較には Tukey-Kramer の多重比較法












































-60 mVとして-80 mVから+120 mVまで20 mV間隔で脱分極刺激を1秒間、15秒毎に与
えた後、再び-60 mVに戻すことで末尾電流を測定した。その結果、大きな遅延整流性
外向き電流とそれに続く内向き末尾電流が観測された (I+120mV=36.45.8 pA/pF, n=3; 
図5A, C)。この電流に対して、CaCC阻害薬である100 M NFAを投与することにより、
ピーク電流、末尾電流共に有意に抑制されたことから、測定された電流がCaCC電流
であることが示された (relative amplitude: peak, 0.300.04; tail, 0.350.04, p<0.01, 
n=6; 図 5Ba, Da)。さらに TMEM16Aの特異的阻害薬として報告されている







な抑制が認められた(relative amplitude: 10 M, peak, 0.530.03; tail, 0.550.03, 






活性化に関して門脈平滑筋単離細胞 (163.712.6ms, 71.7 5.9ms (n=16))に比べ、時
定数の値として約10倍程度小さい値を示す [59]。従って、門脈CaCC電流に対する
T16Ainh-A01の阻害作用は、主にTMEM16Aを阻害することによるものであると考え
図 5 門脈平滑筋単離細胞における CaCC 電流 
マウス門脈平滑筋単離細胞に対し、ホールセルパッチクランプ法を適用することにより、
CaCC 電流を測定した。A: 保持電位を-60 mV とし、-80mV から 20 mV ステップで+120 
mV までの脱分極刺激を与えた際に観察された代表的な電流トレースを示した。B: +100 
mV の脱分極刺激を与えた際の、control 条件下 (black)と 100 M NFA 投与時 (gray, a)
及び 10 M T16Ainh-A01 (gray, b)の代表的なトレースを示した。点線は Zero current 
level を示している。C：コントロール及び 100 M NFA 投与群におけるピーク電流の電
流密度-電圧曲線を示した。D：100 M NFA 投与における pulse-end 及び tail current
の抑制率をまとめた。E：10, 30 M T16Ainh-A01投与における pulse-end及び tail current
























のシークエンス配列を解析したところ、segment a, b, cを有するスプライスバリアン
図 6 門脈平滑筋におけるスプライスバリアント解析 
 segment b, c, d それぞれの配列を挟むようなプライ
マー (上)を用い、PCR を行った。その結果、segment b
及び segment c において複数のバンドが確認された 
(下)。またマウス TMEM16A の全長配列をテンプレート
とした結果をコントロールとして示した。 
図 7 TMEM16A スプライスバリアント体の同定 
 Aa: マウスTMEM16Aの構造を示した。細胞内N末端領域に存在するsegment a, b及び細
胞内第一ループに存在するsegment c, dをそれぞれ含有・欠損することによるスプライスバ
リアント体が報告されている。Ab： segment a - dの全ての領域を挟むようにプライマーを
設計しクローニングを行い、得られたクローンのシークエンス解析を行った。B: シークエ
ンス解析の結果をまとめた。segment a, b, c及びsegment a, c, dを含むもの（(abc)体及び
(acd)体）が全体の9割を占めていた。 
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ト体 ((abc)体)がクローン数として最も多く得られ (64.5 %)、またsegment a, c, dを有
するスプライスバリアント体 ((acd)体) (25.8 %)と合わせて全体の約9割を占めている
ことが明らかとなった (図7B)。また少数ではあるが、segment a-d全てを有するもの





滑筋細胞と類似した遅延整流性の外向き電流及び末尾電流が観測された  (abc, 
I+60mV=37.26.4 pA/pF, n=9; acd, I+60mV=72.810.3 pA/pF, n=4; 図8)。 
 今回CaCC活性を確認した2つのスプライスバリアント体、(abc)体と(acd)体では、









図 8 TMEM16A スプライスバリアントの CaCC 活性 
 TMEM16A スプライスバリアント体を HEK293 細胞へ一過性発現させ、ホールセルパッ
チクランプ法を適用することにより CaCC 電流を測定した。A: 保持電位を-60 mV とし、
-70mV から+10 mV ステップで+60 mV までの脱分極刺激を 1 秒間、15 秒毎に与えた際に
































 (abc)-GFP 体 を 一 過 性 発 現 さ せ た HEK293 細 胞 に お い て 、 一 分 子 
photobleaching-step解析を行った結果、3 stepsや4 stepsに比べ1 step及び2 stepsの
消光段階を示す粒子が多く存在した (1 step, 31.2%; 2 steps, 58.4%; 3 steps, 6.4%; 4 steps, 
4%, 125 particles, 27細胞; 図10)。(acd)-GFP体を一過性発現させたHEK293細胞におい
ても、同様の傾向が見られた (1 step, 28.4%; 2 steps, 58.6%; 3 steps, 8.3%; 4 steps, 4.7%, 



















ここでqn: n stepの消光段階を示す確率, M: サブユニットの合計数, n: 観察された消光
段階数, P: GFPの蛍光確率を示す。 
今回得られた(abc)体及び(acd)体におけるbleaching-stepsの分布は、GFPの蛍光確率を
75%として [62]、二量体形成する場合の二項定理により導かれる分布とよく一致する
ことが示された（0 step, 6.25%, 1 step, 37.5%, 2 steps, 56.25%, 図10B）。また(abc)体、(acd)
図 10 一分子 photobleaching-step 解析による TMEM16A 二量体形成の解析 
 GFP 蛍光標識した(abc)体及び(acd)体を HEK293 細胞へそれぞれ一過性発現させた細
胞において GFP の励起光を照射させた際の、時間に対する各粒子の蛍光強度変化を記録
した。A: (abc)-GFP 体(左)、(acd)-GFP 体(右)発現細胞において観察された代表的な原図
を示した。実線及び矢印はそれぞれの消光段階を示した。点線は完全に褪色した基線を示
した。B: それぞれの消光段階を示した粒子の割合をまとめたものを示した。また GFP
























の増強が認められた ((abc)-YFP and (abc)-CFP, EFRET=7.41.9 %, 40 particles, 11細胞, 
図 11 一分子 photobleaching-step 解
析において観測された 3 – 4 段階の消
光 
 (abc)-GFP 体(上)、(acd)-GFP 体(下)










は見られたが、同様にCFP蛍光強度の増大が認められた  ((abc)-YFP and (acd)-CFP, 
EFRET=6.51.3 %, 47 particles, 12細胞, p<0.01; (acd)-YFP and (abc)-CFP, EFRET=4.71.0 %, 
47 particles, 10細胞, p<0.01; 図13)。またそれぞれの細胞におけるYFPとCFPの共局在率
は、(abc)-YFP and (abc)-CFP: 46.0 %、(abc)-YFP and (acd)-CFP: 56.0 %、(acd)-YFP and 
図 13 FRET 解析による TMEM16A 多量体形成の解析 
 YFP 及び CFP 蛍光標識した(abc)体及び(acd)体を作製し、それぞれの組み合わせを HEK 細
胞へ一過性発現させた細胞において TIRF 顕微鏡下で FRET 効率 (EFRET)を測定した。A: 


















 門脈平滑筋は CaCC 活性を持つ平滑筋として広く知られており、複数のタンパク質
がその候補分子として提唱されてきた。門脈平滑筋において CLCA1 の発現が認めら
れたが、電気生理学的性質や薬理学的性質が門脈平滑筋における CaCC 活性と異なり、
CaCC 活性を担う主要なイオンチャネルではないことが報告された  [50]。また
bestrophin-3 が平滑筋において CaCC 活性を担うことが示されたが、cGMP 依存性の
CaCC 電流のみに寄与しており、以前より報告されていた CaCC 電流と性質が異なっ





















b 及び segment d はそれぞれ Ca2+感受性及び活性化・脱活性化キネティクスに関与す













ある ICC が重要な役割を果たしていることが知られている。TMEM16A は消化管に存
在する ICC において発現が報告されている一方で、その収縮自体を担う腸管平滑筋で
は TMEM16A は発現していない [14,66]。現在想定されている自発収縮の分子機構と
して、①ICC における自発的な細胞内 Ca2+濃度の上昇、②CaCC の活性化による自発
性一過性脱分極、③ギャップ結合を介した平滑筋への脱分極の伝播、④平滑筋細胞に

















本研究により、主に 2 種類の TMEM16A スプライスバリアント体、(abc)体と(acd)
体が門脈平滑筋における CaCC 活性を担っていることが示された。門脈平滑筋の
CaCC 活性に対する TMEM16A の寄与は、以前より推測されている [11]。本研究に






























一般に知られている。血管平滑筋において TMEM16A が担う CaCC 活性は生理学的に
非常に重要であるにも関わらず、制御タンパク質による活性制御については明らかと
されていない。 
近年、ERM タンパク質 (ezrin-radixin-moesin)の一つである moesin をノックダウンす
ることにより、TMEM16A の電流量が有意に減少することが報告された [72]。ERM タ
ンパク質はアクチンと細胞膜との架橋構造形成に重要なタンパク質であるため、





Ⅲ-2-1 門脈平滑筋 CaCC 活性に対するアクチン関連薬の効果 
 まずアクチン重合阻害薬であるcytochalasin Dを用い、門脈平滑筋のCaCC電流に対
する作用を検討した。保持電位を-60 mVとして-70 mVから+60 mVまで10 mV間隔で
脱分極刺激を1秒間、15秒毎に与えた後、再び-60 mVに戻すことで末尾電流を測定し
た。 
 cytochalasin D (1 M, 4 h)を前処理することによる、電流密度や活性化時定数 (act)
の有意な変化は見られなかった (control, I+60mV=4.70.6 pA/pF, act=27847 ms, n=8; 
cytochalasin D, I+60mV=6.60.8 pA/pF, act=25723 ms, n=14; 図15B, C, E, 16)。しかしなが
ら、脱活性化時定数 (deact)ではcontrol群に対して有意に大きな値を示した (control, 
deact=55.35.9 ms; cytochalasin D, deact=85.35.9 ms, p<0.01 vs control, 図15D, E, 16)。この
作用は、cytochalasin D処理前にアクチン重合促進薬であるjasplakinolide (1 M, 1 h)
により処理することで、電流密度や活性化時定数 (I+60mV=6.50.9 pA/pF,act=21639 ms)
に影響を与えることなく有意に抑制された  (deact=61.54.5 ms, n=6, p<0.05 vs 





図 15 門脈平滑筋単離細胞におけるアクチン関連薬の作用 
マウス門脈平滑筋単離細胞に対し、ホールセルパッチクランプ法を適用することにより、
CaCC 電流を測定した。保持電位を-60 mV とし、-70mV から 10 mV ステップで+60 mV
までの脱分極刺激を 1 秒間、15秒毎与えることで電流を測定した。A: 1% DMSO (control、
左)、1 M cytochalasin D (中央)、1 M jasplakinolide 後に 1 M cytochalasin D (右)
を処理した際に観察された代表的な電流源図を示した。点線は zero current level を示し
ている。B: 外向き電流における電流密度－電圧曲線を示した。細胞容量は 3 群間におい
て有意な差はなかった。逆転電位は 0 mV 付近であった。括弧内には例数を示した。C; 




Ⅲ-2-2 TMEM16A発現細胞におけるcytochalasin Dの作用 
次に、TMEM16Aスプライスバリアント体を一過性発現させたHEK293細胞におけ




尾電流が観測された (I+60mV=22.07.3 pA/pF, act=18130.5 ms, deact=11630.0 ms, 
n=4; 図17)。それに対して1 M cytochalasin Dで4 h処理した群では、CaCC電流に変
化は見られなかった (cytochalasin D, I+60mV=27.011.3 pA/pF, act=16825.2 ms, 
deact=11327.3 ms, n=3; 図17)。また、(acd)体についても同様に電流を測定したとこ
ろ、(abc)体と同様の結果が得られ、cytochalasin D投与による差は見られなかった 
(control, I+60mV=40.410.3 pA/pF, act=22263.3 ms,deact=1574.2 ms; n=4, 














した。*, **;p<0.05, 0.01 
 28 
(control, I+60mV=48.111.5 pA/pF,act=16916.2 ms, deact=11317.0 ms, n=4; 
図 17 (abc)-HEK293 細胞における cytochalasin D の作用 
TMEM16A(abc)体を一過性発現させた HEK293 細胞に対し、ホールセルパッチクランプ法を適
用することにより、CaCC 電流を測定した。保持電位を-60 mV とし、-70mV から 10 mV ステッ
プで+60 mV までの脱分極刺激を 1 秒間、15 秒毎に与え電流を測定した。A: 1% DMSO (左)及び 1 
M cytochalasin D 投与 (右) を処理した際に観察された代表的な電流源図を示した。点線は zero 
current level を示している。B: 外向き電流の最大値における電流密度－電圧曲線を示した。C: 
+30~+60 mV における、活性化時定数 (act)をまとめたものを示した。D: +30~+60 mV における、
脱活性化時定数 (deact)をまとめたものを示した。括弧内には例数を示した。 
図 18 (acd)-HEK293 細胞における cytochalasin D の作用 
TMEM16A(acd)体を一過性発現させた HEK293 細胞に対し、ホールセルパッチクランプ法を適
用することにより、CaCC 電流を測定した。保持電位を-60 mV とし、-70mV から 10 mV ステッ
プで+60 mV までの脱分極刺激を 1 秒間、15 秒毎に与え電流を測定した。A: 1% DMSO (左)及び 1 
M cytochalasin D 投与 (右) を処理した際に観察された代表的な電流源図を示した。点線は zero 
current level を示している。B: 外向き電流の最大値における電流密度－電圧曲線を示した。C: 
+30~+60 mV における、活性化時定数 (act)をまとめたものを示した。D: +30~+60 mV における、
脱活性化時定数 (deact)をまとめたものを示した。括弧内には例数を示した。 
 29 
(control, I+60mV=48.111.5 pA/pF,act=16916.2 ms, deact=11317.0 ms, n=4; 
cytochalasin D, I+60mV=35.912.8 pA/pF,act=17715.5 ms, deact=1046.4 ms, n=4; 
図19)。 









図 19 (abc)体,(acd)体共発現 HEK293 細胞における cytochalasin D の作用 
(abc)体及び(acd)体を 2:1 の割合で混合し、一過性発現させた HEK293 細胞に対し、ホールセル
パッチクランプ法を適用することにより、CaCC 電流を測定した。保持電位を-60 mV とし、-70mV
から 10 mV ステップで+60 mV までの脱分極刺激を 1 秒間、15 秒毎に与え電流を測定した。A: 1% 
DMSO (左)及び 1 M cytochalasin D 投与 (右) を処理した際に観察された代表的な電流源図を示
した。点線は zero current level を示している。B: 外向き電流の最大値における電流密度－電圧曲
線を示した。C: +30~+60 mV における、活性化時定数 (act)をまとめたものを示した。D: +30~+60 
































し複数のチャネルにおいてアクチンと直接結合することが報告されている  [45,46]。 
また、L/I-X-D/E-X-X-L/I の 6 塩基からなるモチーフがアクチン結合ドメインを担って
 31 
いるという報告があり、この配列はアクチンとの結合が確認されている ABP-120 やプ
ロフィリン、及び BK チャネルにおいて存在する [48,74,75]. そこでこのモチーフを
TMEM16A アミノ酸配列から検索したところ、192L-L-E-A-G-L と 786I-I-E-I-R-L の 2 箇
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